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RESUMO 
Após sua introdução em 1948, o cultivo de Pinus taeda L. ocorre nas regiões sul e su-
deste do Brasil e tem por finalidade, basicamente, abastecer os setores de celulose de 
fibras longas, painéis reconstituídos, construção civil, indústria moveleira e servir como 
fonte de energia (lenha industrial). Diante da sua importância econômica, pesquisadores 
buscam ferramentas que auxiliem no aumento da qualidade e da produtividade dos plan-
tios e com isso, passaram a fazer uso dos marcadores moleculares, a fim de obter infor-
mações a respeito principalmente da diversidade genética entre os indivíduos que com-
põem a população de seleção. Assim, com vistas a contribuir com o programa de me-
lhoramento do Pinus taeda, utilizou-se marcadores moleculares microssatélites (SSR) 
para detectar a existência de polimorfismos entre 124 plantas de um pomar de sementes. 
Para o desenvolvimento do estudo, foi realizada a extração do DNA genômico total do 
material vegetal (acículas) das 124 plantas de Pinus taeda, que após esse processo, fo-
ram amplificados por 5 pares de iniciadores microssatélites específicos para a espécie. 
Os produtos da PCR foram separados em gel de poliacrilamida não desnaturante a 6%, 
corado com nitrato de prata e analisados visualmente, e em gel de agarose a 3%, corado 
com Brometo de Etídeo. Os marcadores moleculares microssatélites utilizados permiti-
ram analisar a diversidade genética das plantas de Pinus taeda avaliadas. As informa-
ções de diversidade obtidas poderão auxiliar no processo de melhoramento genético da 
espécie. A depender do objetivo do programa de melhoramento, a população e sua di-
versidade poderão ser manipuladas, mediante cruzamentos e seleções devidamente dire-
cionados. 
Palavras-chave: Loblolly Pine, Marcadores microssatélites, Pomar de sementes, Me-
lhoramento genético, Florestas plantadas. 
  
 
ABSTRACT 
After its introduction in 1948, the cultivation of Pinus taeda L. occurs in the southern 
and southeastern regions of Brazil and its main purpose is to supply the long fiber cellu-
lose, reconstituted panels, civil construction, furniture industry and serve as sources of 
energy (industrial firewood). Due to their economic importance, researchers are looking 
for tools that help increase the quality and productivity of the plantations and, with this, 
they started to make use of molecular markers, in order to obtain information about 
mainly the genetic diversity among the individuals that compose the population of se-
lection. Thus, in order to contribute to the Pinus taeda breeding program, microsatellite 
molecular markers (SSR) were used to detect the existence of polymorphisms among 
124 plants of a seed orchard. For the development of the study, total genomic DNA was 
extracted from the plant material (needles) of the 124 plants of Pinus taeda, which were 
amplified by 5 pairs of microsatellite primers specific to the species. The PCR products 
were separated on a 6% non-denaturing polyacrylamide gel, stained with silver nitrate 
and visually analyzed, and on a 3% agarose gel stained with Ethidium Bromide. The 
microsatellite molecular markers used allowed to analyze the genetic diversity of the 
Pinus taeda plants evaluated. The diversity information obtained may help in the pro-
cess of genetic improvement of the species. Depending on the objective of the breeding 
program, the population and its diversity can be manipulated through crossings and se-
lections. 
Key words: Loblolly Pine, Molecular markers, Seed orchard, Genetic improvement, 
Planted forests. 
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1. INTRODUÇÃO 
O setor brasileiro de árvores plantadas é responsável por 91% de toda a madeira 
utilizada para fins industriais e por 6,2% do PIB Industrial no País. Abrange uma área 
de 7,84 milhões de hectares, em sua maioria, reflorestada com eucalipto e pinus (IBÁ, 
2017). 
Nas regiões de maior altitude e clima frio, as espécies de Pinus se sobressaem às 
de eucalipto, por apresentarem melhor adaptação. Com destaque para o Pinus taeda 
que, em função do rápido crescimento aliado ao baixo teor de resina, apresenta-se como 
matéria prima principal para a fabricação de celulose de fibra longa, em indústrias mo-
veleiras e na construção civil. 
O Pinus taeda foi inicialmente plantado para fins comerciais no Brasil, em 1966. 
Embora os primeiros plantios realizados sem controle da qualidade das sementes te-
nham resultado em povoamentos de baixo rendimento, a espécie demonstrou possuir 
grande potencial, devido ao seu vigor e à alta produção de biomassa lenhosa. 
 Assim, diante da importância econômica, após sua introdução, os melhoristas 
buscaram ferramentas para aumentar a qualidade dos plantios e consequentemente a 
produtividade, com ênfase nas características de interesse. Tais características, em ní-
veis favoráveis, embora intrínsecas da espécie não são equitativas entre as diferentes 
fontes de propágulo, ou seja, a uniformidade dos plantios depende da seleção e progres-
são de indivíduos superiores. 
 No entanto, os ganhos obtidos com a seleção em programas de melhoramento 
clássico resultam de um processo extremante moroso e oneroso. Diante desse entrave, 
os melhoristas associaram técnicas de biologia molecular ao processo convencional de 
melhoramento genético, e dentre outras ferramentas, os marcadores moleculares passa-
ram a auxiliar os processos de seleção e análise da diversidade genética das populações. 
As informações relacionados a divergência genética dos genitores auxiliam no 
processo de recombinação e obtenção de indivíduos superiores para as características 
desejadas. O que, possibilita a obtenção de maiores ganhos advindos dos processos de 
seleção e uma melhor alocação dos indivíduos nos pomares de sementes ou pomares 
clonais. 
 Assim, com vistas a contribuir com o Programa de Melhoramento do Pinus tae-
da, marcadores moleculares microssatélites foram utilizados para detectar o grau de po-
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limorfismo existente entre 124 plantas de um pomar de sementes. E consequentemente, 
analisar sua diversidade genética. Os resultados obtidos contribuirão para maximização 
dos ganhos oriundos da seleção e dos cruzamentos. 
2. OBJETIVO 
 Verificar, mediante utilização de marcadores moleculares microssatélites (SSR – 
Simple Sequence Repeats), a diversidade genética entre plantas de Pinus taeda L com o 
intuito de auxiliar no melhoramento genético da população. 
 
3. REVISÃO DE LITERATURA 
3.1. Gênero Pinus  
Pertencente ao grupo das Gymnospermas, o gênero Pinus é o maior dentre as co-
níferas, com mais de 100 espécies já descritas. Os indivíduos desse gênero apresentam 
folhas do escamiformes, longas e decíduas, e aciculiformes, longas e em geral surgindo 
em fascículos de 2-5 acículas, presas em ramos laterais curtos, de entrenós estreitos, 
definindo a inserção das folhas em feixes. Além disso sua estrutura reprodutiva é com-
posta por cones masculinos alongados, de até 4 cm de comprimento, dispostos em ca-
chos, e cones femininos no formato de cilindros de até 15 cm de comprimento, com es-
camas lenhosas, persistentes, espessadas no ápice, cada uma contendo duas sementes 
aladas (ECKENWALDER, 2009; OTTATI, 2004). 
 O Pinus, em sua maioria, é natural de regiões frias, por isso ocorre naturalmente 
em grande parte do Hemisfério Norte, da zona boreal para os trópicos, estendendo-se 
das regiões árticas e subárticas da Eurásia e América do Norte para o sul das regiões 
subtropicais e tropicais da América Central, Mediterrâneo e Ásia (GERNANDT et al., 
2005; PEREIRA 1990). 
 Dentre as inúmeras espécies que compõem o gênero, algumas se adaptaram bem 
às regiões Sul e Sudeste do Brasil, aonde foram introduzidas há mais de um século e são 
cultivadas em escala comercial há mais de 30 anos. Atualmente os plantios comerciais 
de Pinus no Brasil ocupam 1,6 milhão de hectares e concentram-se principalmente no 
Paraná (42%) e em Santa Catarina (34%). Quase que a totalidade dessa área é reflores-
tada com Pinus taeda e tem por finalidade, basicamente, abastecer os setores de celulo-
se de fibras longas, painéis reconstituídos, construção civil, indústria moveleira e servir 
como fonte de energia (lenha industrial) (IBÁ, 2017; SHIMIZU, 2008). 
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3.2. Pinus taeda Linnaeus 
 A espécie Pinus taeda L., conífera da classe Pinopsida, ordem Pinales, família 
Pinaceae, é conhecida em todo o mundo como Loblolly Pine. Trata-se de um complexo 
de indivíduos monoicos, sem ocorrência de autofecundação (autogamia) e pertencentes 
ao grupo das Gimnospermas (GERNANDT et al., 2005). 
 Em comparação com outras espécies do gênero, o Pinus taeda possui rápido 
crescimento, menores teores de resina e uma maior quantidade de galhos (SHIMIZU, 
2008; TANG et al., 1998). 
 Além disso, ele pode chegar à maturidade sexual entre 10 e 15 anos de idade, no 
entanto, já foram observados povoamentos com idades entre 5 e 7 anos produzindo 
quantidades consideráveis de sementes (DORMAN, 1976; WAKELEY, 1951). 
 O Pinus taeda L. tem seu centro de origem localizado no sul e sudeste dos Esta-
dos Unidos. Essas regiões de ocorrência natural possuem clima úmido, temperado ame-
no, com verões quentes e longos. Precipitação média anual entre 1.020 a 1.520 mm e 
presença de 5 a 10 meses de geada dependendo da altitude. As temperaturas médias 
anuais variam de 13 a 24 ºC, com mínima em situações extremas podendo chegar a 
23 ºC negativos (SHIMIZU, 2008). 
Os indivíduos que compõem a espécie são exclusivamente diploides, com 24 
cromossomos (2n = 24). Ou seja, nas células desses indivíduos, os cromossomos se or-
ganizam em pares homólogos, e assim, para cada característica existem pelo menos dois 
genes, e cada um deles está localizado em um cromossomo homólogo (LEDIG, 1998). 
 A introdução do P. taeda no Brasil ocorreu em meados de 1948, pelo Serviço 
Florestal do Estado de São Paulo, juntamente com as espécies de P. palustris, P. echi-
nata e P. elliottii. A espécie encontrou condições ideias de desenvolvimento nos planal-
tos das regiões Sul e Sudeste, em função do clima fresco, inverno frio e disponibilidade 
constante de umidade ao longo do ano. Destacou-se logo no início, com o P. elliottii, 
devido, basicamente, à facilidade de cultivo, crescimento rápido e bom desenvolvimen-
to (SHIMIZU, 2008; WEGRZYN et al., 2014). 
 Os primeiros plantios comerciais, no território brasileiro, surgiram a partir de 
1966, estimulados, principalmente, pela política de incentivos fiscais, com o intuito de 
substituir a madeira de Araucaria angustifolia, em grande processo de exploração 
(MONTAGNA e YAMAZOC, 1978). 
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Atualmente, existem registradas no Ministério da Agricultura (MAPA), através do re-
gistro Nacional de Cultivares (RNC), 37 cultivares de P. taeda. 
 
3.3. Melhoramento genético do Pinus taeda 
 Os primeiros plantios comerciais de P. taeda no território brasileiro foram reali-
zados com base na importação de sementes dos Estados Unidos da América. A ausência 
de seleção e controle de qualidade das sementes resultaram em florestas pouco produti-
vas e com uma série de problemas, tais como, excesso de árvores bifurcadas, tortuosas e 
com grande quantidade de ramos grossos (SHIMIZU, 2008). 
 Com o intuito de aumentar a qualidade e uniformidade das florestas de Pinus ta-
eda, iniciou-se um processo de seleção dos indivíduos com base nas características de-
sejáveis. Tendo em vista, principalmente, uma maior adaptabilidade da espécie e au-
mento de ganhos em produtividade. 
 A seleção é uma etapa dentro de um processo contínuo de obtenção de novos ge-
nótipos superiores para os caracteres de interesse. No processo de melhoramento gené-
tico a diversidade genética da espécie é explorada a fim de promover combinações e 
obter ganhos, ao longo das gerações segregantes. 
 As espécies perenes, como é o caso do pinus, possuem ciclo longo e isso faz com 
que os programas de melhoramento necessitem de muitos anos para atingir os ganhos 
oriundos da seleção. Visto que, para melhorar uma população são necessários os se-
guintes passos: obtenção de uma população base, seleção, recombinação dos indivíduos 
selecionados e ainda, o teste de desempenho dos recombinantes (MERCER, 2011). To-
do esse processo pode levar mais de 40 anos, haja visto que, tradicionalmente o proces-
so de seleção em povoamentos de Pinus taeda é realizado próximo à idade de 15 anos 
(idade de rotação) (DORMAN, 1976). E apenas após esse período e com base nos resul-
tados dos testes de progênies é possível realizar a seleção dos melhores indivíduos que 
irão constituir a nova população de seleção. 
 No entanto, mesmo com tanto tempo despendido, tem-se somente o controle ma-
ternal, visto que, geralmente, a origem do pólen não é conhecida. Fator que pode indu-
zir a ocorrência de depressão por endogamia, devido, principalmente, ao cruzamento de 
indivíduos aparentados (MERCER, 2011). 
 Assim, com o intuito de diminuir o tempo gasto para obtenção dos ganhos com a 
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seleção e ainda evitar os problemas citados acima, pesquisadores passaram a fazer uso 
dos marcadores moleculares. Esta ferramenta permite acessar parte do genoma e obter 
informações a respeito dos indivíduos que compõem a população de seleção. Com isso, 
a seleção das melhores plantas pode considerar essas informações genotípicas, além das 
características quantitativas e qualitativas. O que permite uma melhor alocação dessas 
plantas nos pomares de sementes ou pomares clonais (NEALE e KREMER, 2011). Por 
exemplo, plantas mais próximas geneticamente, podem ficar mais distantes uma da ou-
tra, com uma menor ocorrência de polinização entre elas e, consequentemente, com 
menores problemas relacionados à depressão endogâmica. 
3.4. Diversidade genética em Pinus 
 A diversidade genética é resultado das variações herdáveis presentes dentro de 
populações e/ou indivíduos. E está diretamente relacionada à ocorrência de fatores co-
mo mutação, seleção, deriva genética, endogamia e fluxo gênico. Esses fenômenos, de 
maneira geral alteram a distribuição e a frequência dos alelos dentro da população, no 
tempo e no espaço (GRATTAPAGLIA, 2007; LOWE et al., 2005). 
 Em espécies perenes tropicais a diversidade genética geralmente é maior dentro 
de suas populações. Isso ocorre em função dos seus poderosos mecanismos de fluxo 
gênico (dispersão de pólen e sementes). O que faz com que a diversidade genética entre 
as populações seja reduzida (KAGEYAMA et al., 2003; LOVELESS e HAMIRICK, 
1984). 
 Nesse contexto, a morfologia das sementes do Pinus taeda, aladas e muito pe-
quenas, facilita sua dispersão a longas distâncias, pelo vento. Fator que contribui para 
sua diversidade genética e para a colonização de áreas abertas. 
 Outra característica que influência na diversidade da espécie é a monoicia. Em-
bora presentes na mesma planta, as estruturas reprodutivas masculina e feminina ocor-
rem em separado. Os megásporos e as sementes são produzidos em cones, e os micrós-
poros em estróbilos. Assim, a polinização realizada pelo vento será responsável pelo 
transporte do estróbilo até o gametófito feminino para realização da fecundação (SA-
DAVA et al., 2009). 
 Por serem plantas monoicas predominantemente alógamas, a polinização aberta 
pode levar a obtenção de populações de famílias de meios-irmãos. Esse fato pode origi-
nar indivíduos com certo grau de parentesco, que, embora existente, é inferior ao obser-
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vado quando ocorre o fenômeno de autogamia. 
 Assim, as características reprodutivas e ciclo de vida são fatores que afetam a 
diversidade genética de uma população e sua compreensão e conhecimento são de 
grande importância para uma adequada condução do processo de melhoramento. 
 As frequências alélicas das características de interesse, também é fator importan-
te no entendimento da diversidade genética. Representada pela razão entre o número de 
alelo por loco e o número total de alelos para cada loco, ela permite quantificar o nível 
de variação genética existente dentro ou entre populações. Com isso, as possibilidades 
de combinações e cruzamentos favoráveis também serão maiores (SOUZA et al., 2010).  
 A partir das frequências alélicas, as estimativas de heterozigosidade permitem 
quantificar o índice de fixação (f), que avalia se as frequências de locos heterozigotos e 
homozigotos estão dentro do esperado para uma população em Equilíbrio de Hardy-
Weinberg (KAGEYAMA et al., 2003). Condição segundo a qual toda e qualquer popu-
lação suficientemente grande, com cruzamentos aleatórios, sem ter passado por proces-
sos de seleção, mutação ou migração, estão em completo equilíbrio e tendem a perma-
necer com suas frequências alélicas e genotípicas constantes ao longo de suas gerações 
(HARDY, 1908; WEINBERG, 1908). 
 A partir das frequências alélicas é possível também calcular as distâncias genéti-
cas entre os indivíduos estudados. Elas são obtidas com base em fórmulas matemáticas 
que determinam o grau de divergência genética existente entre eles, gerando uma matriz 
que permite conhecer estas semelhanças e diferenças. A menor distância genética obtida 
tem valor igual a zero, nesse caso não há diferença entre os dois indivíduos ou popula-
ções. No entanto, caso os indivíduos não apresentem alelos em comum para os locos 
testados, os valores de distâncias genéticas devem apresentar valor máximo, geralmente 
igual a 1. Atualmente existem vários métodos capazes de calcular distâncias genéticas. 
Dentre eles, o proposto por Nei em 1972 tem sido bastante utilizado (CRUZ et al. 2011; 
NEI, 1972). 
 Apesar da sua importância para as análises genéticas, a interpretação e identifica-
ção de grupos a partir da matriz de distâncias genéticas não é tão simples, principalmen-
te quando a matriz resultante é muito extensa. Por isso é essencial a utilização de técni-
cas que possibilitem visualizar as distâncias obtidas por meio de gráficos de agrupamen-
tos, como dendrogramas ou árvores filogenéticas. 
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 Dentre os métodos de agrupamentos existentes, os hierárquicos estão entre os 
mais utilizados. Nele, o processo de agrupamento se repete várias vezes até que todos os 
indivíduos estejam agrupados. Dentro desta categoria destaca-se o UPGMA (Unweri-
ghted Pair-Group Method using Arithimetic averages), um método de agrupamento que 
caracteriza a dissimilaridade com base nas médias genéticas não ponderadas. Assim 
como todos os outros métodos, o UPGMA gera resultados aproximados e isso pode 
acarretar em formação de grupos não confiáveis. Por isso, é de suma importância avaliar 
o coeficiente de correlação cofenética, pois quanto maior for este coeficiente, melhor 
será a concordância entre a matriz de distâncias genéticas e o dendrograma (CRUZ et 
al., 2011). 
 Conhecer a diversidade genética é de suma importância para o sucesso de qual-
quer programa de melhoramento, pois permite ao melhorista selecionar genótipos supe-
riores para as características de interesse. Além disso, sua manutenção ao longo dos ci-
clos de seleção garante a obtenção dos ganhos genéticos (GRATTAPAGLIA, 2007; 
LOWE et al., 2005). 
 Análises e estudos de polimorfismos de proteínas e de sequências de DNA têm 
proporcionado consideráveis incrementos aos ensaios de diversidade genética. Com des-
taque para o uso de marcadores moleculares, que sejam altamente polimórficos e com 
altas taxas de mutações (SCHLÖTTERER, 2004). 
3.5. Marcadores Moleculares 
 Os Marcadores Moleculares têm sido amplamente utilizados em estudos de di-
versidade genética, pois detectam diferenças em nível de DNA sem considerar os efei-
tos advindos do ambiente. Tratam-se de sequências (“marcas”) presentes no material 
genético de um indivíduo, herdadas geneticamente e que, não estão necessariamente 
relacionadas com características fenotípicas expressas. Essas marcas permitem diferen-
ciar geneticamente dois ou mais indivíduos (BORÉM, 2009). 
 Essa diferenciação ocorre por meio da análise da presença de variações nas regi-
ões gênicas (mutações). Técnicas que utilizam os marcadores moleculares permitem 
detectar esses polimorfismos. Em síntese, elas são divididas em dois grupos: as basea-
das em hibridação e as baseadas em PCR (Reação em cadeia da Polimerase). Além dis-
so, os marcadores podem ser classificados como dominantes ou codominantes. Ou seja, 
em indivíduos diploides, os marcadores codominantes permitem a visualização de am-
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bos os alelos homólogos de um loco. Já os marcadores dominantes são menos informa-
tivos pois não permitem que fenótipos heterozigóticos sejam distinguidos dos homozi-
góticos (COUTINHO et al., 2006; FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998; TUR-
CHETTO-ZOLET e ZANELLA, 2017). 
 Dentre os marcadores baseados em hibridação estão os RFLP (Restriction Frag-
ment Lenght Polymorphism) (BOTSTEIN et al., 1980) e os Minisatélites ou locos 
VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) (JEFFREYS et al., 1985). 
 Mais tarde, com o desenvolvimento da PCR, técnica que é capaz de amplificar 
regiões especificas do DNA in vitro, surgiram vários marcadores revelados por ela. 
Dentre eles, podem ser citadas as técnicas RAPD (Random Amplified Polymorphism 
DNA) (WILLIAMS et al., 1990), SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions) 
ou ASA (Amplified Specific Amplicon) (PARAN e MICHELMORE, 1993), ISSR (In-
ter-simple sequence repeats) (ZIETKIEWICZ et al., 1994), AFLP (Amplified Fragment 
Length Polymorphism) (VOS et al., 1995) e o SSR (Simple Sequence Repeats) 
(TAUTZ, 1989). Esses marcadores necessitam de uma pequena quantidade de DNA 
para que possam ser estudados (FALEIRO, 2007; TURCHETTO-ZOLET e ZANELLA, 
2017), um dos principais fatos que os tornou popular em estudos genéticos. 
 A maioria das técnicas aqui citadas já foram aplicadas em diversos estudos com o 
intuito de analisar geneticamente espécies de Pinus. Em geral, todas elas possuem uma 
série de vantagens e limitações. A escolha da técnica ideal depende, dentre outros fato-
res, do objetivo a qual se destina o estudo, da disponibilidade de recursos financeiros e 
do nível de informações genéticas disponíveis a respeito da espécie de interesse 
(PLOMION et al., 2007; FALEIRO, 2007). 
 Em particular, os marcadores microssatélites são muito utilizados em espécies de 
Pinus, devido principalmente a seus inúmeros atributos favoráveis, tais como: alto grau 
de polimorfismo, reprodutibilidade, multialelismos e expressão codominante (FER-
REIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; FURLAN et al., 2007; GRATTAPAGLIA et al., 
2014; MERCER, 2011; PHONG et al., 2015; PHONG et al., 2016). 
3.6. Marcadores Microssatélites 
 Os Marcadores Microssatélites ou Simple Sequence Repeats (SSR) são sequên-
cias de DNA compostas de um a seis nucleotídeos (sequências curtas) repetidas lado a 
lado, detectadas com a utilização de iniciadores específicos para a espécie de interesse. 
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Sua detecção ocorreu inicialmente em 1989, com a realização de estudos genéticos em 
humanos. A partir daí, eles foram observados em praticamente todos os organismos e 
em qualquer região do genoma, ou seja, tanto em regiões codificadoras (éxons) quanto 
em regiões não codificadoras (íntrons). No entanto, sua ocorrência é maior em regiões 
não codificadoras (FALEIRO, 2007; LITT e LUTY, 1989; TÓTH et al., 2000; WEBER 
e MAY, 1989). 
 Com base na quantidade de regiões repetidas, os microssatélites são classificados 
como: mono, di, tri, tetra, penta e hexanucleotídeos, para repetições de 1 a 6 pares de 
bases, respectivamente. Além disso, eles podem ser classificados em perfeito - sua se-
quência de repetição não apresenta nenhuma interrupção por qualquer par de bases que 
não a pertença; imperfeito - caso possua algum par de bases que não coincida com a 
sequência repetida; interrompido - quando existe uma pequena sequência dentro do mo-
tivo repetido que seja diferente da repetição; ou composto - quando há a ocorrência de 
duas sequências distintas dentro do mesmo motivo (KAILA et al., 2011; OLIVEIRA et 
al., 2006; TAUTZ, 1989;). 
 O estudo dos microssatélites é uma das técnicas mais utilizadas para a detecção 
de polimorfismos entre as sequências de DNA, evidenciando desta maneira a diversida-
de genética. Em espécies de plantas, eles se destacam especialmente em estudos de in-
divíduos heterozigotos e diploides, isso porque, eles possuem um caráter codominante, 
ou seja, em condição de eletroforese permitem, quando disponível, a visualização de 
ambos os alelos (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; GRATTAPAGLIA, 2007; 
LITT e LUTY, 1989; WEBER e MAY, 1989). 
 Além disso, são marcadores multi-alélicos, com alto grau de polimorfismo, que 
além de possuírem uma alta reprodutibilidade e simplicidade na análise técnica (PCR), 
apresentam baixo custo e ainda são transferíveis entre as gerações (FERREIRA e 
GRATTAPAGLIA, 1998; GRATTAPAGLIA, 2007). 
 Ao trabalhar com os marcadores microssatélites, deve-se atentar para a existência 
de algumas limitações provenientes do seu estudo. Uma delas é a ocorrência de alelos 
nulos ou silenciosos, devido a ocorrência de mutações em suas regiões flanqueantes. 
Isso pode acarretar em uma identificação equivocada, haja visto que, indivíduos hetero-
zigóticos podem ser identificados como indivíduos homozigóticos. Além disso, também 
pode ocorrer a homoplasia, que é a existência de alelos idênticos, porém que não estão 
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relacionados com uma comum ancestralidade e sim com a ocorrência de processos mu-
tacionais similares. A existência de homoplasia faz com que haja diminuição no número 
de alelos, na proporção de indivíduos heterozigóticos e na diversidade genética (ES-
TOUP et al., 2002; JARNE e LAGODA, 1996). 
4. MATERIAIS E MÉTODOS 
4.1. Material vegetal 
 O estudo foi realizado com 124 plantas de Pinus taeda pertencentes a Empresa 
Gerdau S/A. Uma amostra de tecido vegetal (acículas) foi coletada em cada uma dessas 
plantas. Estas amostras foram acondicionadas individualmente em sacos plásticos com 
suas devidas identificações e enviadas para o Laboratório de Genética e Biotecnologia 
Florestal (LGBF) do Departamento de Engenharia Florestal da UFVJM, localizado no 
Campus JK, em Diamantina, MG, onde permaneceram armazenadas em ultrafreezer a 
uma temperatura de -80 ºC, até o momento das análises. 
4.2. Extração do DNA genômico total 
 A extração do DNA genômico total deu-se a partir das acículas das plantas, se-
gundo o protocolo CTAB 2% de Doyle e Doyle (1987), modificado. Para aplicação do 
protocolo primeiramente foi realizada a maceração de aproximadamente 100 mg do ma-
terial vegetal de cada amostra em nitrogênio líquido, até a obtenção de um pó fino. Em 
seguida, adicionou-se ao macerado uma série de reagentes, seguidos de centrifugação e 
incubação em banho-maria, processo que resultou em um precipitado (peléte) como 
produto final. 
 Ao final do processo de extração e secagem do precipitado obtido, o material ge-
nético foi ressuspendido em uma solução de Tris/EDTA (TE 10:0,1) a pH 8,0 com Ri-
bonuclease A (RNaseA), incubado à temperatura de 37 °C por 30 minutos para ação da 
enzima e armazenadas em freezer -20 °C para posterior utilização. 
 
4.3. Análise qualitativa e quantitativa do DNA 
 A qualidade e integridade das amostras de DNA foram avaliadas por eletroforese 
em gel de agarose 0,8% (m/v), em tampão TAE 1x (Tris-Acetato-EDTA), previamente 
corado com Brometo de Etídeo (0,2 mg/ml) e visualizado sob luz ultravioleta. Além 
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disso, a densidade óptica foi mensurada em espectrofotômetro. E com base nisso, as 
concentrações de cada amostra foi ajustada para aproximadamente 10 ng/2 µl (concen-
tração de trabalho). 
 
4.4. Amplificação dos Marcadores Microssátelites via PCR 
 Para a realização do estudo foram selecionados 10 pares de iniciadores microssa-
télites específicos para Pinus taeda, suas sequências encontram-se dispostas na Tabela 
1. Dentre eles, sete se tratavam de locos genômicos pttx, dois locos genômicos ript e um 
loco sifg derivado de EST. Com exceção do Pttx2037 que era um tetranucleotídeo, to-
dos os outros eram trinucleotídeos (ECHT e MAYMARQUARDT, 1997; ECHT et al., 
2011; ELSIK et al., 2000; ELSIK e WILLIAMS, 2001). Esse conjunto de iniciadores 
permitiu que várias regiões do Genoma do Pinus taeda fosse fenotipada, tornando fide-
dignos os resultados das análises. 
 Em seguida, identificou-se a temperatura ótima de pareamento de bases para cada 
iniciador. Para isso, utilizou-se dez amostras de DNA com boa qualidade e integridade, 
que após terem suas concentrações ajustadas para aproximadamente 10 ng/µl, formaram 
uma amostra composta (bulk) que foi submetida a PCR a um volume final de 13 µL de 
reação, sendo: 20 ng (2 µl) do bulk de amostras de DNA, 6,87 µl de água tipo I esterili-
zada, 1,30 µl de tampão (10x), 0,52 µl de MgCl2 (50 mM), 0,11 µl de dNTP’s, 1 µl de 
cada iniciador (direto (F) e reverso (R)) e 0,20 µl da enzima Taq DNA polimerase 
(5U/μl). 
Tabela 1: Sequências dos 10 iniciadores microssatélites utilizados no estudo. 
Marcador Primer Direto Primer Reverso 
Ript0255 TCCTCCTGAGTGGTCCCATA ATGGATATGAGGCCTGTTGG 
Pttx3081 GCCGAGGAAGCAAGCAACCAA CCTCGGCAGCCAAATCCTTCA 
Pttx2080 AAAGATGGTCGGTTGTAAAGTT GTCAGGCGGATAAGGTT 
Ript0031 CCAACCAATGTGGTTCATCA AGGAAAATAGAAGGGAATAAGACC 
Pttx3011 AATTTGGGTGTATTTTTCTTAGA AAAAGTTGAAGGAGTTGGTGATC 
Pttx4093 TTGCTTTGCTAATGTTGACCTG CTAGAGTATGCCTTGAGC 
Pttx4137 CATTGTATTAGTCCTAGCCTCTGT GGTGCACCCAACAATGTG 
Pttx2037 GCCTTTAGATGAATGAACCCA AAGCGGGATATTATAGAGTTT 
Pttx3117 GTGATTGATGAGGAGGCTTACT AGGGACTGGCACCGATGAA 
Sifg3145 TGTATATTCGCCCTGGTGGT ATCAAATCCAGAATCAGGCG 
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 As reações foram submetidas à amplificação em Termociclador BIORAD mode-
lo MyCycler, em um programa de 40 ciclos, configurado com as seguintes temperaturas 
e tempo: 96 ºC durante 2 minutos (desnaturação inicial); 94 ºC por 1 minuto (desnatura-
ção cíclica); gradiente de temperatura por 1 minuto (pareamento de bases); 72 ºC por 1 
minuto (extensão cíclica); 72 ºC por 7 minutos (extensão final); e 4 ºC até a retirada das 
amostras do equipamento. As temperaturas de pareamento de bases testadas foram: T1= 
50 ºC; T2= 51 ºC; T3= 53 ºC; T4= 55 ºC; T5= 59 ºC; T6= 62 ºC; T7= 64 ºC; T8= 65 ºC. 
 Após a amplificação, os produtos da PCR foram separados em gel de poliacrila-
mida 6%, corado com nitrato de prata, e analisados visualmente. Onde avaliou-se a pre-
sença ou ausência de bandas no gel, para cada temperatura testada. 
 Definida a temperatura ótima de pareamento de bases, amplificou-se todas as 
amostras objeto do estudo, com cada par de iniciador em sua respectiva temperatura 
ótima, com isso, foram obtidas um total de 1.024 reações. Nesta etapa, utilizou-se o 
mesmo programa de amplificação descrito anteriormente. 
 Os produtos da PCR foram separados em gel de poliacrilamida não desnaturante 
a 6%, corado com nitrato e em gel de agarose a 3%, corado com Brometo de Etídeo. No 
entanto, é importante ressaltar que o tamanho de cada fragmento foi obtido com base na 
separação em gel de poliacrilamida, devido sua alta capacidade de detecção e resolução. 
4.5. Problemas metodológicos  
 O uso comparativo dos géis de poliacrilamida não desnaturante a 6% e de agaro-
se a 3% nas análises das amplificações permitiu uma maior acurácia na distinção dos 
padrões de polimorfismo. Isso porque, a alta capacidade de detecção e resolução forne-
cidas pelos géis de poliacrilamida, esbarram na possível visualização de bandas fantas-
mas (stutters) inesperadamente amplificadas. Além disso, a determinação de um alelo 
apresenta caráter empírico e dedutivo, sendo altamente dependente das habilidades do 
analista, da qualidade e da eficiência informativa do gel. Assim, ao realizar a detecção 
dos alelos, concomitantemente, nos géis de poliacrilamida e agarose foi possível evitar 
equívocos resultantes da dificuldade de assegurar a legitimidade dos resultados. 
 No decorrer das análises verificaram-se três situações passíveis de erro, caso 
apenas um dos géis tivesse sido utilizado (Figura 2). Cabe enfatizar que esse tipo de 
problema também ocorre quando as amostras são separadas por capilaridade, em anali-
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sador de DNA automático (sequenciador capilar com tecnologia Sanger) e é muito co-
mum na literatura (Figura 3 - A). 
 
Figura 1. Análise comparativa das amplificações por PCR. A – em gel de poliacrilami-
da não desnaturante a 6%; B – em gel de agarose a 3%. Situação 1 – ocorrência de stut-
ters; Situação 2 -  análise de alelos com valor aproximado de peso molecular; Situação 3 
– detecção de polimorfismo entre as amostras. Onde, são destacados pelas setas os ale-
los considerados nas análises. 
 
 O primeiro entrave refere-se a uma situação habitual em estudos realizados com 
marcadores moleculares microssatélites, o aparecimento de stutters (Figura 2 - Situação 
1). Os stutters ou bandas fantasmas são fragmentos que não correspondem a regiões re-
ais do genoma, pois são originadas durante o processo de amplificação por PCR, em 
momentos em que a enzima Taq DNA polimerase “perde” sua posição durante a cópia 
do fragmento de DNA. Em síntese, a enzima desliza para frente ou para trás em alguns 
poucos pares de bases e gera fragmentos com uma repetição de bases maior ou menor 
que o fragmento verdadeiro. As bandas fantasmas podem ocorrer imediatamente antes 
ou depois da banda real (JANAVICIUS et al., 2010; SHINDE et al., 2003). 
 Embora esta característica do gel de agarose seja favorável à análise, sua resolu-
ção pode apresentar-se como um problema passível de gerar equívocos durante a detec-
ção. Sua baixa resolução aliada a reduzida capacidade de detecção de diferenças entre 
fragmentos com diferença pequena quanto ao número de pares de bases dificulta a dis-
tinção de alelos com pesos moleculares próximos (Figura 2 – Situação 2-B). E, ainda, 
limitam a análise de polimorfismos entre alelos muito parecidos, ou seja, quando a dife-
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rença entre eles é de poucos pares de bases (Figura 2 – Situação 3-B). Assim, não per-
mite afirmar com precisão se alelos que ocorrem em amostras diferentes, para um mes-
mo loco, possuem o mesmo tamanho. 
 
Figura 2. Exemplos de ocorrência de background em análise microssatélites. Em “A” é 
mostrado um eletroferograma obtido em analisador de DNA automático. Em “B” é 
mostrado um gel de poliacrilamida e em C é esquematizado o “deslizamento” da Taq 
DNA polimerase, fato gerador de bandas sttuters. Fonte: A - Luckau Protocols 
(https://openwetware.org/wiki/Luckau_Protocols:Scoring); B – Novelli et al., 2006; C - 
Flores-Rentería e Krohn, 2013. 
 
 Uma vez que, géis de poliacrilamida apresentam maior resolução que os géis de 
agarose, já que eles podem separar fragmentos entre 10 e 300 pb e identificar diferenças 
entre fragmentos da ordem de 5 a 10 pb. E, ainda, maior detecção, visto que, enquanto 
na agarose o limite de detecção é de 20 ng, na poliacrilamida corada com nitrato de pra-
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ta esse limite pode ser de até 5 ng de DNA, a análise em géis de poliacrilamida permiti-
ram a visualização de bandas mais nítidas e delimitadas (Figura 2 – Situação 2-A), além 
de permitir uma melhor identificação e determinação dos polimorfismos (Figura 2 – Si-
tuação 3-A). Assim, evidencia-se que, a análise conjunta dos géis permite maior segu-
rança na seleção dos alelos, ao possibilitar a confirmação exata dos resultados. 
 
4.6. Análises estatísticas 
 As análises estatísticas foram obtidas por meio do uso do programa CERVUS 3.0 
(MARSHALL, 1998) e Software R (R Development Core- Team, 2018). Foram calcula-
dos o número de alelos observados, as heterozigosidades observada e esperada, o conte-
údo de informação polimórfica, o equilíbrio de Hardy-Weinberg e a frequência estimada 
de alelos nulos. A partir da matriz de distância genética de Nei (NEI, 1972) um agrupa-
mento genético foi obtido por meio do algoritmo UPGMA (Unwerighted Pair-Group 
Method using Arithimetic averages). 
 
5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 A escolha da temperatura ótima de pareamento entre os marcadores e a molécula 
de DNA mostrou-se indispensável. Uma vez que, diminui a ocorrência de amplificações 
inespecíficas e bandas fantasmas (stutters) que podem ser confundidas com os verdadei-
ros alelos. A Figura 1 mostra os resultados do teste de temperatura para três locos, onde 
pode-se observar em destaque as temperaturas ótimas obtidas para o Pttx3081 e 
Ript0031 e ainda os resultados não satisfatórios para o Pttx2080 que deu origem a ban-
das fracas e inespecíficas. 
 A análise do teste de temperatura, para todos os locos testados, permitiu verificar 
que as melhores amplificações ocorreram a uma temperatura de 59 ºC para os locos 
Pttx3011 e Pttx2037, 62 ºC para os locos Ript0031 e Pttx3117 e 65 ºC para o Pttx3081. 
A escolha baseou-se na observação de bandas bem definidas, de alta intensidade, livre 
ou com presença bem reduzida de stutters. 
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Figura 3. Imagem do gel de poliacrilamida 6%, com separação de fragmentos obtidos 
por meio de PCR com bulk de amostras e três locos microssatélites específicos para Pi-
nus taeda, submetidas a 8 temperaturas de pareamento. 
 
 Dos dez locos específicos selecionados para realização do estudo, cinco foram 
capazes de amplificar fragmentos polimórficos nos materiais genéticos, sendo eles: 
Pttx3081, Ript0031, Pttx3011, Pttx2037 e Pttx3117. Com uma porcentagem total de 
1,29% de falhas de amplificação. Os outros cinco locos não foram considerados nas 
análises, visto que três deles (Ript0255, Pttx4093 e Pttx4137) não produziram fragmen-
tos de amplificação, o Pttx2080, mesmo quando submetido a diferentes testes de tempe-
raturas de pareamento de bases, deu origem a bandas com padrões inespecíficos ou de 
baixa qualidade e o Sifg3145 não detectou polimorfismos entre os genótipos. 
 As análises realizadas nos géis permitiram a identificação dos alelos dos cinco 
locos considerados nas avaliações, obtidos para cada uma das plantas em estudo. As 
frequências alélicas determinadas para cada loco polimórfico (Tabela 2) permitiram ve-
rificar que os alelos de maior frequência variaram de 0,8285 (alelo 155 do loco 
Pttx3011) a 0,5447 (alelo 235 do Ript0031). Para os alelos de menor frequência, a vari-
ação foi de 0,0041 (alelo 143 do Ript0031) a 0,0083 (alelo 156 e 175 do Pttx3081). 
 Estes resultados indicam que, caso não sejam realizados novos eventos de re-
combinação entre esses indivíduos, os alelos de maior frequência apresentarão uma 
maior possibilidade de se fixarem na população base ao longo dos cruzamentos dentro 
da população. Por isso, cabe ao melhorista avaliar a necessidade de mantê-los em alta 
ou de explorar novas recombinações a fim de aumentar a diversidade genética e conse-
quentemente diminuir estas frequências alélicas. 
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Tabela 2. Frequências alélicas para cada loco estudado em 124 plantas de Pinus taeda. 
Loco Alelo (pb) Frequência 
Pttx3081 
156 
175 
177 
209 
235 
256 
0,0083 
0,0083 
0,3347 
0,0124 
0,3888 
0,2479 
Ript0031 
180 
207 
235 
254 
270 
305 
0,1382 
0,0285 
0,5447 
0,1220 
0,1138 
0,0528 
Pttx3011 
118 
135 
143 
155 
175 
200 
206 
221 
0,1297 
0,0081 
0,0041 
0,8285 
0,0498 
0,0163 
0,0498 
0,0287 
Pttx2037 
120 
143 
150 
156 
170 
180 
190 
260 
0,0081 
0,0163 
0,0528 
0,0691 
0,1057 
0,2276 
0,4837 
0,0366 
Pttx3117 
191 
195 
200 
0,7236 
0,2154 
0,0610 
 
 O número total de alelos para os cinco locos estudados foi de 31, dando origem a 
uma média de 6,2 alelos por loco. Os locos mais polimórficos foram o Pttx3011 e 
Pttx2037, que apresentaram 8 alelos cada um deles. Já o menos polimórfico foi o 
Pttx3117 com apenas 3 alelos por loco (Tabela 3). 
 Estes resultados foram distintos daqueles obtidos por Grattapaglia et al. (2014), 
que ao estudarem o desempenho dos marcadores microssatélites na atribuição de paren-
tesco, em um pomar de sementes clonais de Pinus taeda, obtiveram 16, 18, 15, 12 e 4 
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alelos para os locos Pttx3081, Ript0031, Pttx3011, Pttx2037 e Pttx3117, respectivamen-
te. 
 No entanto, dois fatores podem ter contribuído para esta diferença. Primeiramen-
te, no estudo realizado pelos autores citados utilizou-se a eletroforese capilar para as 
análises de DNA, a qual permite a separação de fragmentos com apenas uma base de 
diferença. Essa precisão pode ter possibilitado uma segregação mais refinada dos frag-
mentos amplificados e, por consequência, a detecção de um maior número de alelos por 
loco. Contudo, a enzima Taq DNA polimerase adiciona uma base adenina (A) ao final 
da sequência amplificada e pode “deslizar” durante a amplificação, originando stutters. 
Assim, os alelos diferenciados por poucas bases podem resultar dessas características da 
enzima, e, não de diferenças existentes no DNA analisado. 
 O outro fator é que a separação dos fragmentos em géis apresenta um menor po-
der de separação e resolução dos fragmentos de DNA amplificados, que a eletroforese 
capilar. Em comparação à agarose, a poliacrilamida possui maior poder de separação e 
de resolução. Assim, ao separar os fragmentos amplificados em géis de agarose e de po-
liacrilamida foi possível, no presente estudo, ter maior confiança na atribuição de um 
dado fragmento a um alelo em específico. Por fim, as diferenças entre os dois estudos, 
realizados por Grattapaglia et al. (2014) e este, também, podem ter ocorrido em função 
do material genético utilizado. 
 A frequência dos alelos presentes nos diferentes locos dos genótipos que compõe 
uma população definirá sua estrutura. Variações consideráveis na distribuição das 
frequências alélicas entre os indivíduos podem representar uma estruturação da 
população. Ou seja, podem inferir que a composição genética da população está 
sofrendo influência de fenômenos como mutações, derivas genéticas e cruzamentos 
preferenciais. 
 O entendimento da diversidade genética da população é fundamental para o 
direcionamento do programa de melhoramento. Nesse sentido, identificar a ocorrência 
de equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) e estimar parâmetros como conteúdo de 
informação polimórfica (PIC), índice de fixação (f) e heterozigosidade (H) torna-se 
essencial para a melhor compreensão das características genéticas das plantas em estudo 
(MALHADO et al., 2008; CRUZ et al., 2011). 
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Tabela 3. Estimativas de diversidade genética para cinco locos microssatélites analisa-
dos em Pinus taeda, onde: N= Tamanho amostral; K= número de alelos detectados; 
Hobs=  heterozigosidade observada; Hesp=  heterozigosidade esperada; f= índice de fixa-
ção; PIC= conteúdo de informação polimórfica; HW= Teste do desvio do equilíbrio de 
Hardy-Weinberg e F(null)= Frequência estimada de alelos nulos. 
Loco N K Hobs Hesp f PIC HW F(Null) 
Pttx3081 121 6 0,6529 0,6781 0,0372 0,6090 *** 0,0106 
Ript0031 123 6 0,6016 0,6554 0,0821 0,6210 NS 0,0231 
Pttx3011 122 8 0,5410 0,4660 -0,1609 0,4417 ** -0,1150 
Pttx2037 123 8 0,5528 0,6966 0,2064 0,6576 *** 0,1209 
Pttx3117 123 3 0,5528 0,4280 -0,2916 0,3735 *** -0,1499 
Média  6,2 0,5802 0,5848 -0,0254 0,5405   
 
 De acordo com o conteúdo de informação polimórfica (PIC), que segundo 
Botstein et al. (1980), trata-se de uma estimativa que reflete a capacidade dos 
marcadores utilizados em detectar os polimorfismos existentes, os marcadores Pttx2037, 
Ript0031 e Pttx3081 foram classificados como muito informativos (PIC maior do que 
0,5) e os marcadores Pttx3011 e Pttx3117 como medianamente informativos (PIC entre 
0,25 e 0,5) (Tabela 3). 
 Uma vez que o uso dos marcadores tem por finalidade verificar a similaridade 
genética existente entre os indivíduos e, consequentemente, denotar a diversidade 
existente na população analisada, o PIC possui alta relevância para as análises, pois, ao 
permitir a avaliação do grau de heterozigosidade do loco, ele possibilita, 
concomitantemente, selecionar os marcadores mais informativos. Que por sua vez 
apresentam maior poder discriminatório das variações genéticas presentes nos genótipos 
analisados. 
 Assim, os valores de PIC obtidos permitiram inferir que os marcadores utilizados 
foram úteis para o estudo da diversidade genética desta população e ainda que a 
população analisada, mesmo após os diversos processos de seleção a qual foi 
submetida, detém em seus indivíduos certo grau de polimorfismo com consequente 
existência de diversidade genética. O que é muito importante em uma população de 
melhoramento, visto que a diversidade é necessária para sustentar a pressão de seleção. 
 Comumente, os valores obtidos para o PIC são inferiores aos da heterozigosidade 
esperada (He), e esta tendência pode ser observada nos resultados apresentados na Ta-
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bela 3. A heterozigosidade observada (Ho) variou de 0,5410 a 0,6529, com média de 
0,5802 e a He variou de 0,4280 a 0,6976, com média de 0,5848. O loco Pttx3081 apre-
sentou o maior valor de Ho (Ho=0,6529) e o Pttx3011 a menor (Ho= 0,5410). A He foi 
maior no loco Pttx2037 (He=0,6966) e menor no Pttx3117 (He= 0,4280). 
 Analisando cada loco individualmente, os valores de heterozigosidade observada 
foram menores em relação à esperada para os locos Pttx3081, Ript0031 e Pttx2037 su-
gerindo para esses locos uma maior presença de homozigose com tendência a fixação 
dos alelos mais frequentes, além de maior possibilidade de ocorrência de cruzamentos 
entre indivíduos aparentados na população estudada (endogamia) e desequilíbrio da po-
pulação devido a maior frequência de homozigotos em relação a heterozigotos. 
 Observa-se, também, que para os locos Pttx3011 e Pttx3117 os valores de hetero-
zigosidade observada foram maiores em relação à esperada, sugerindo que eles apresen-
tam uma maior quantidade de heterozigotos do que o esperado para uma população em 
equilíbrio de Hardy Weinberg, fato que pode ser responsável pela existência de certa 
diversidade dentro da população. Como já foi mencionado, espécies perenes, como é o 
caso do Pinus, podem apresentar maior diversidade dentro de suas populações do que 
entre elas, em função dos mecanismos de fluxo gênico. Esse fator permite a obtenção de 
plantios homogêneos e produtivos, com base nos cruzamentos realizados, sem necessa-
riamente a ocorrência de depressão endogâmica e perda de vigor. 
 Observando o trabalho de Grattapaglia et al. (2014), foi possível detectar resulta-
dos em que também ocorreram a predominância de indivíduos homozigotos em relação 
aos heterozigotos para alguns locos. Este fato se dá por tratar-se também de uma popu-
lação de melhoramento, onde os sucessivos cruzamentos podem levar a ocorrência da 
diminuição de genótipos em heterozigose. 
 Com base nos índices de heterozigosidade observada e esperada foi calculado o 
índice de fixação (f). Este índice variou de -0,1609 a 0,2064 com média de -0,0254. Es-
timativas de índices de fixação maiores que zero indicam a ocorrência de endogamia 
entre os indivíduos da população, já índices menores do que zero evidenciam a ocorrên-
cia de acasalamento entre indivíduos não aparentados (BARROS, 2009). Conforme ci-
tado acima, o índice de fixação médio foi de -0,0254, indicando, nesta população, a não 
ocorrência de cruzamentos entre indivíduos aparentados. Esta estimativa confirma a 
existência de considerável diversidade genética entre os indivíduos estudados. 
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 Alterações nas frequências alélicas podem promover desequilíbrio entre as pro-
porções esperadas de indivíduos homozigotos e heterozigotos em uma população. As-
sim, outro parâmetro importante para auxiliar o melhorista nos estudos de seleção é o 
equilíbrio de Hardy-Weinberg. Segundo Cruz et al. (2011), sua estimativa permite o es-
tabelecimento de estratégias de melhoramento e manipulação da população. Isso é pos-
sível porque ele permite conhecer as frequências genotípica e alélica que ocorrerão nu-
ma próxima geração. 
 Neste estudo, dos cinco locos microssatélites analisados somente o loco Ript0031 
apresenta equilíbrio. Ou seja, apenas as frequências alélicas observadas para esse loco 
tendem a permanecer constantes no decorrer das gerações, a menos que ocorram pertur-
bações que interfiram na casualização dos cruzamentos. 
 O desequilíbrio observado para os demais locos pode ser explicado pela existên-
cia de seleção durante o estabelecimento do Pomar com vistas, principalmente, ao au-
mento da produtividade e uniformidade dos plantios resultantes desses materiais. O pro-
cesso de seleção infringe uma das condições necessárias para que se mantenha o equilí-
brio, ao promover perturbações nos genótipos. Isso ocorre, pois, a seleção não apenas 
reduz o tamanho da população, mas também direciona os cruzamentos possíveis. O que 
impede que os cruzamentos ocorram ao acaso, sem preferências. Contudo, se não hou-
ver nenhum distúrbio e as pressuposições de Hardy-Weinberg se fizerem presentes, com 
apenas uma geração de acasalamento ao acaso a população tenderá a entrar em equilí-
brio (CRUZ et al. 2011). 
 A presença de alelos nulos e/ou a ocorrência de homoplasia podem ser, também, 
uma das causas do desvio do equilíbrio de Hardy-Weinberg. Uma vez que estes fatores 
levam a um excesso de indivíduos homozigóticos (DAKIN e. AVISE, 2004; ESTOUP 
et al, 2002; JARNE e LAGODA, 1996). 
 A ocorrência de alelos nulos é um relato bastante comum associado aos marcado-
res microssatélites. Segundo Callen et al. (1993), alelos podem não amplificar devido a 
mutações nas sequências nucleotídicas referentes às regiões flanqueadoras, ou seja, nas 
regiões que os marcadores reconhecem e se ligam. Esse fato impede o pareamento do 
marcador e consequentemente a amplificação do fragmento. O software Cervus 3.0 es-
tima a frequência de alelos nulos com base na utilização de um algoritmo interativo que 
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se baseia nas frequências observadas e esperadas dos genótipos (SUMMERS e AMOS, 
1997). 
 Quando há a ausência de um alelo nulo para determinado loco, a frequência en-
contrada será próxima de zero com tendência a apresentar valores negativos, por outro 
lado, frequências de alelos nulos acima de 0,05 são significativas, ou seja, são locos que 
apresentam excesso de alelos nulos e consequentemente um excesso de homozigotos em 
relação a heterozigotos. Tais fatos explicam as frequências de alelos nulos obtidas. Uma 
vez que, para os locos em que a frequência de heterozigosidade observada foi maior que 
a esperada (Pttx3011 e Pttx3117) a frequência de alelos nulos mostrou-se com valores 
negativos. Além disso, somente o loco Pttx2037 apresentou uma frequência de alelos 
nulos maior do que 0,05 (0,1209), sendo assim, o único loco com frequência significati-
va e com um alto grau de relevância. 
 Compreendido que há certo grau de variabilidade genética entre as plantas anali-
sadas, apesar das alterações estruturais observadas nas frequências alélicas e no equilí-
brio da população. E, a fim de descrever a diversidade genética existente entre as plan-
tas, com maior rigor. Procedeu-se a análise das distâncias genéticas. Assim, a partir da 
matriz de distância genética obtida por meio do índice de Nei (1972), construiu-se um 
dendrograma (Figura 2) e estabeleceu-se, empiricamente, uma linha de corte, a qual se-
parou as plantas em nove grupos. Supõem-se que indivíduos pertencentes a um mesmo 
grupo possuem alta similaridade genética. Por outro lado, há uma alta divergência gené-
tica entre os grupos. 
 A análise do dendrograma permitiu observar elevada similaridade genética entre 
alguns indivíduos. Agrupamentos não aleatórios são passiveis de ocorrerem em popula-
ções com diferenciação na distribuição das frequências alélicas. Como, é o caso do con-
junto de indivíduos analisados no presente estudo. Outro fator a ser considerado é que o 
Pinus é monoico e, predominantemente, alógamo, ou seja, a ocorrência de polinização 
ao acaso pode levar a obtenção de indivíduos meios-irmãos. Há, ainda, que se conside-
rar a possibilidade de ter ocorrido uma duplicação dessas amostras no momento da cole-
ta dos materiais para análise ou do plantio. Ou, ainda, que essa altíssima similaridade se 
deve a homogeneidade genética para os locos analisados. Por isso, outros marcadores 
microssátelites poderão ser testados nestas plantas a fim de confirmar ou não o alto pa-
rentesco entre elas. 
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Figura 4. Dendrograma com base na distância genética de Nei (1972) entre 124 plantas de Pinus taeda. 
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 Dos nove grupos obtidos, o grupo IX apresentou o maior número de indivíduos 
(45 plantas), e o menor foi o grupo I, composto, apenas, pela planta 129. Esse genótipo 
parece ser o material mais distante geneticamente dos demais. 
 A fim de facilitar a visualização e o entendimento dos resultados obtidos no den-
drograma, foi construída uma tabela composta pelos nove grupos e seus respectivos in-
divíduos (Tabela 4). 
Tabela 4. Distribuição das 124 plantas nos noves grupos obtidos na análise de agrupa-
mento (dendrograma). 
Grupos 
I II III IV V VI VII VIII IX 
129 126 324 526 368 61 205 81 200 171 107 27 
 189 420 373 364 41 300 209 90 86 116 78 
 329 418 468 371 58 113 215 276 217 228 110 
 340 550 358 342 35 280 335 188 206 293 3 
  363 541 344 63 311 125 233 288 307 47 
  389 481 563 211 31 123 173 259 120 106 
  409 372 319 53 193 128 149 318 19 178 
  567 436 338 59 327 156 177 212 30 91 
  388 462   71 294 181 202 111 104 
  398 501   79 82 32 204 227 84 
  467 474   80 85 278 150 34 100 
  375 495      313 70 16 
  377       224 15 17 
         232 36 33 
         23 1 119 
 
 O agrupamento obtido é coerente com as informações que se tem a respeito do 
tipo de população em estudo e com as características da espécie. Uma vez que, tratam-
se de materiais selecionados para fins de produção de sementes melhoradas para compor 
plantios comerciais, supõe-se a existência de diversidade genética entre eles. No entan-
to, também em decorrência da seleção, pode-se observar genótipos mais homogêneos 
geneticamente. Homogeneidade esta que, também, pode estar relacionada com a proce-
dência das plantas estudas e utilizadas para compor o pomar. A estrutura das populações 
segregantes obtidas a partir do pomar composto pelas plantas dependerá do direciona-
mento dos cruzamentos definidos a fim de promover a produção das sementes. 
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 Assim, com o intuito de se obter plantios mais homogêneos, o cruzamento de ge-
nótipos geneticamente parecidos pode ser direcionado pelo melhorista. Por outro lado, 
caso o objetivo seja aumentar a diversidade genética, cruzamentos entre indivíduos mais 
divergentes podem ser realizados, com consequente exploração da heterose ou da segr-
gação transgressiva. 
 
6. CONCLUSÕES 
 Com base na análise da diversidade genética das 124 plantas, pode-se inferir que: 
 A média do PIC foi de 0,5405 indicando que os locos, em sua maioria, são alta-
mente informativos. 
 A população não está em Equilíbrio de Hardy Weinberg. 
 Dentre o material estudado, há indivíduos com genótipos semelhantes. 
 O índice de fixação médio foi de -0,0254, indicando a não ocorrência de cruza-
mento entre indivíduos aparentados. 
 Estas e as demais informações obtidas poderão auxiliar no processo de melhora-
mento genético da população. A depender do objetivo do melhorista, a população e sua 
diversidade poderão ser manipuladas, mediante cruzamentos e seleção devidamente di-
recionados. 
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